
用于纯化抗原性物质的单克隐抗体亲和层析术(二〉
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( 四)、蛋白水解的抑制

在分离抗原的过程中、必须保持抗原分子

的完整。 而组织中存在的蛋白水解酶，却会在

这方1m招来许多麻烦，因此，应该注意下列几

占 .

1. 所有民液均织 始终置于冰福或 4 cc 。

2. 避免使用 i号: 也蛋白陶ift 性最高的酸性

pH 溶液。

3. 避免使用为某些蛋白酶活性所必需的

双价阳离子 ， 并于所有溶液中加入 5mMEDT­

A。

4 . 于所有 洛液中添加 2.5 mM ~乙眈股

和 2mM 苯甲基磺眈氟，以抑制蛋白酶活性。

三、抗原的亲和层析纯化

一{矣上述→切准备就绪， HjJ可着手进衍抗

原的亲和层析纯化。整个层析过程，如同一般

免疫亲和层析，也包括上柱吸附、 洗涤和洗脱

这三个环节。而每一环节的最适条件， 又常因

抗原或抗体不同而有所不同。因此， 务必卒先

摸索一下。在预备性小实验取得成功之后，再

正式开始亲和层析纯化抗原的工作。

(一)、预备实验

最好先装一根小柱。 一般可在底部用多孔

塑料板支持的 2 毫升注射器中装入 0.7 毫升亲

和胶。 在以 5 毫升无去垢剂缓冲洗涤后， 再以

5 毫升含 0 . 5%去垢剂的缓冲液平衡。 但在抗

原液含!悦氧胆酸盐时， 须选用低盐或高 pH 缓

冲液(0.01 MTris、 o . 02 % N aN h pH 8 . 4 ) ，以

免溶液变粘。 而后，以含 0.5%去垢剂的低 pH

(如 pH 2 . 6 i'J':1 1 M 丙酸)或高 pH(如 pH 11 的

5M 二乙基胶)溶液 J]ì~洗 ， 以除去正式洗脱时

可以从柱上除去的任何非抗1京蛋白。一俊 2~

3 毫升洗涤液过程， 民P 3.líi 以合 0 . 5%去垢剂的

缓冲Il夜洗涤，以将 j在液 pH 迅速调回原值。

至此，即可取 4 毫升左右粗制抗原液，按

2 毫坷-j小时的速 度上柱。但在选择缓冲系统

lH，要注意保tJj:蛋 白质的稳定。而上柱抗原的

浓度，必须比柱 t偶联的抗体稀得多，以便在抗

体大大过量的情况下，使平衡有利于抗体一抗

原复合物的形成。待 1 毫升抗bR液过柱后 ，再收

集 1 毫升流出液，作为吸咐后部分用于检测。

然后，以 10-20 毫升含 0 . 5%去 垢剂的

适当缓冲洗涤。这种洗涤必须相当温和， 不致

引起抗体一抗原复合物解离 i 但又必须具有足

够强度，否则难以将柱上非特异性吸附的蛋白

质除去。在开始洗涤时， 务必十分缓慢，以免

带走柱中尚未被充分吸附的抗原。

一旦通过测定判明，非特异性吸阳的蛋白

质已被洗涤除去之后，即可使用解.离缓冲液进

行洗脱。

同一般免疫亲和层析一样，可以含 0.5 %

去垢剂的低 pH、 高 pH 、 高九li 或蛋 白变性剂

溶液进行洗脱(见下表)。

类别

酸

兔箴亲和层析洗脱剂举例

名

。 .1-1M 目击酸 ( pH2 . 0)

1M 丙酸(pH 2.6 ) 

利;

。 .1M ä氨酸 一盐酸 (pH 2. 0- 2.8 ) 

碱 i 0.05 M 二乙基胶一盐酸 (pH 11.5) 

I 0.01- 1 M 氢氧化饺 (pH 11) 

盐 i 0. 5-3 M 氧化的

! 3M 硫航酸钊
i 2.5 M i典化创
! 川 M 氧化钱

蛋白质变性剂I 4 -.8M }服ZF:

1 6M 盐酸肌
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但要注意，常规免疫血清含有各种不同亲

和力的抗体。亲和力低的， 即使洗涤，有时也

会使其结合的抗原慢慢解离下来z 而亲和力高

的、 非采用蛋白质变性剂， 不能使抗原由抗体

一抗原复合物解寓。因此， 通常很难找到一种

同时适合血清中各种不同抗体要求的理想洗脱

剂。

单克隆抗体则迥然不同，它们各自具有特

定的亲和力。因而，不仅有可能早在杂交瘤建

株的过程中，即注意选择那些亲和力适中 ， 甚

至可于 20mM 磷酸钢和 750 mM 氧化制 (pH7)

那样温和的条件下与抗原解离的单克隆抗体，

专门用于亲和层析[38 )。而且 ，对于已经获得的

单克隆抗体，也可以预先通过实验。摸索既能

使抗体一抗原复合物解离， 又能尽量保持抗体

和抗原稳定的洗脱条件。

一个最为简便的办法就是通过 ELISA 测

定 [39)。即在正规条件下，先用抗原包被微量酶

联免疫测定板。再加入过量的单克隆抗体，使

其与抗原形成抗休一抗原复合物。然后，加入

不致影H向抗体和l抗原稳定性的解离缓冲液， 让

其解离 1- 2 小时。再换入酶标记的第二抗体 ，

通过常规的酶反应， 即可对每个测定孔中的解

离程度作出判断。由此也就可以选出适于亲和

层析的单克隆抗体或适于某种单克隆抗体的理

想洗脱条件。

不过 ， 上述 ELISA 测定 ，有时并不完全代

表亲和层析柱上的实际情形。由于抗体经过偶

联有时会导致亲在I 力的改变， 而往往需要比

ELISA 选定的更强 或更弱的条件 ，方能使柱上

的抗休一抗复合物解离 。

洗脱时， 可分 6 次加液，每次 0 . 5 毫升，

同时进行分部收集。若采用改变缓冲液 pH 的

办法洗脱、 收集液应立即中和 、 稀释或透析，

使重新回复最适 pH 环境。例如 ， 以 pH 11. 5 的

二乙基胶缓冲液洗脱，可预先在收集管中放入

团体甘氨酸F 而以 1 M 丙酸洗脱，则可用 2M

或浓度稍低的 Tris 中和1 。

为了减轻洗脱条件可能对于抗原样品及免

·疫亲手口胶产生的损害， 除可采用凝胶过滤换液

外， 还可进行反土样方向洗脱，以尽量缩短与

洗脱缓冲液接触的时间。

一俊洗脱完毕， 即须以 0.15 M NaCl 、 O.

02 % NaN 3 , 0 . 025 MTris 、 pH 7 .4 缓 冲液， 或

于脱氧胆酸盐存在时，改用低盐、 pH 8. 4 的缓

冲液， 以将柱内 pH 尽速调回生理数值。

最后， 通过对上柱样品、 吸附后部分及最

初四个洗脱分部的抗原检测，即可对分离效果

作出判断， 也可预示可能出现的 -些问题。

至于可能影响柱子重复使用次数的因素，

除了洗脱剂的强度之外， 还同抗原抽提物中含

有的蛋白水解酶密切相关。为此， 除如前述，

可以适当采取一些抑制 蛋白酶活性的措施之

外， 最好还必须测定一下单克隆抗体对蛋白酶

作用的稳定性。如果不知道抗原抽提物中含的

是哪种蛋白酶，则可用木瓜蛋白酶和胃蛋白酶

测试。使抗体同蛋白酶共育不同时-间，然后取

样通过凝j皮电泳测定分子量， 便可对抗体的稳

定性作出估计。

(二)、问题及办法

1. 抗原过程毫无滞留这种情形较少。究

其原因可有下列两种=

(1) 抗体亲和力过低。

( 2) 抗体因偶联变性，或活性中心被结合 ，

或 Fab 部分处于难以形成抗体一抗原复合物的

位置。

前者属系统本身的问题。恐除更换抗体外 ，

别无它法可寻。 而后者纯属外因 ， 有可能通过

改变实验方法 来加 以克服。例如， 可改用

ProteinA -Sepharose 4 B 柱 ， 或抗免疫球蛋白抗

体-Sephatose 4 B 柱等非共价结合 法联结单

抗。 也可通过其它反应基团进行偶耳其 ， 或将澳化

靠在活化的Sepharose 掘，于偶联缓冲液中漫j包数

小时， 先使某些反应基团失活，再同单抗偶联。

2. 抗原活性无法洗脱z 可有下歹IJ 两种情

形 z

们 ) 抗原活性无法洗脱。这可能同单抗的

亲和力过高有关，但大多还是由于洗JJ5~引件(如
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pH 或离子强度)改变，引起三级结构变异，以

致难以触及抗原约合位点。

(2) 抗原可从柱上洗!悦，但已变性，以致

无法测出抗原活性。

如遇上述情形， 可改试其它洗脱方法，或

先用一柱体积洗脱液漫泡适当时间，再行洗脱。

如仍未奏效， 可进一步采用变性技术来洗脱抗

原。例如， 将吸附有抗原的亲和胶，置 2%SDS

液中沸腾 2 分钟 ， 即可由亲和胶上j先脱任何非

共价结合的抗原物质。

3. 抗体亦被洗脱:这很可能同某些单抗

缺乏重链间的二硫键有关，以致抗体半分子易

于扭曲而被洗脱。

(三)、抗原的大量纯化

1. 亲和层析:一旦小试验成功，即可参照

预备实验的操作程序，进行抗原的大量纯化。

通常 ，可在底部用多孔塑料板支持的 10 或

20 毫升注射器中， 装入 8一10 毫升亲和胶，做

成亲和 层 析柱。取 200-500 毫升已通过

Sepharose 4 B 柱， 除去非专一性吸附物质的粗

制抗原液 ， 按 10-20 毫升/小时上柱。同时，

按每管 10 毫升分部收集，测定抗原活性，以确

定柱子巳否饱和。然后， 至 少以 100 毫升含

0.5 %去垢剂的适当缓 /1+1 液洗 柱。待流出液

。D:，: so 山』 值小于 0.01 ，即可以约 5 柱体积洗脱

液进行洗脱。同时 ， 按每管 5 毫升分部收集，

并于高 pH 或低 pH 洗脱时，作适当中和。最

后， 将含抗原的各洗脱分部混合按 2-4%柱

体积，力1]到同样以含 0 . 5%去垢剂的缓冲液平

衡的凝胶过路柱上， 以除去由洗脱或中和带入

的其它物质。再将含抗原各部合井，通过适当

浓缩， 和对含 0 . 5%去垢剂的缓冲液透析，即

可分装， 贮于 - 80 "c。

2 . 纯度鉴定: 对按上述方法纯化获得的

抗原性物质， 首先必须进行抗原检测和蛋白浓

度测定， 并与纯化各阶段样品作一比较。抗原

检测，巳在"抗原的增洛洛解"部分中述及。蛋白

浓度测定， 则可按 Lowry 法进行。惟样品所含

之去垢剂 ，往往会形成沉淀，而干扰颜色反应。

但在碱性铜试剂中添加 l %的 SDS，以及在制

作标准曲线时加入与样品相同浓度的去垢剂，

即可加以克服。

然后，通过 SDS-聚丙烯酌股版胶板电泳，

进行纯度鉴定。 若抗原分子量未知 ， 最好开始

同时使用高(如 12 % ) 、 低(如 6 % )两种版胶浓

度。由于样品浓度一般较低， 为保证上样量不

低于 10-20 微克蛋白， 胶板可稍厚，以 3 毫米

为宜。如仍不能满足要求， 可将样品再作冰干

浓缩。

由于膜抗原常属糖蛋白 ， 故于电泳末了 ，

应对胶板作蛋白质和糖类两种染色。若经两种

染色后，仅见一条电泳区带。 一般便可据此认

为，此带就是靶抗原。但这未必十分可靠。 因

此，在获得其它确证之前，最好改在 O.l%SDS.

和样品不作沸腾处理的温和条件下，再走一次

电泳。然后，通过切片， 抽提 ， 便可直接测定

证明，是否确系把抗原。 此外， 通过电泳， 将

胶板上的电泳区带转移到硝酸纤维素话;膜上，

再用单抗和带标记的抗免疫球蛋白抗体在位，

也可作出明确的判断。

相反， 若除抗原蛋白区带外， 还存有其它

电泳区带，则须根据不同使用要求，再作进一

步纯化。

最后，根据上述检测结果，即可算出单抗

亲和层析纯化抗原的产率和纯化率。
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建国以来我国自建的…些细胞株或系(五)

小鼠S180-V 细胞系

S180-V 细胞系来自 小鼠 S1 80 实体瘤 (肉

瘤 Sl 80 是 1914 年纽约 Crocker 实验室 的一只

雄鼠腋部白发肿瘤， 当 时诊 断为癌。 于 1919

年前转变为肉瘤， 此后组织形态未发生进一步

改变)。本系细胞供瘤鼠来自药物研究所。 1978

年初，采用细胞悬液静置培养， 培液里含 10一

20%灭活小牛血洁的 RPMI-164 0。每 2 -3

天换液一次， 4 一 7 天传代一次。 细胞在体外

稳定生长。该细胞形状不一， 膜边缘不光滑，

常见多形性突起。 除贴壁外， 约 40%细胞呈

悬液生长。群体倍增时间 14一2 2 小时。染色体

众数值 88。每细胞中约 5-20%为中或亚中着

丝点染色体， c带染色发现属中双着丝点。 以

2 x 10 6/ml 细胞皮下接种于小鼠， 11 天后长出
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